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Résumé 
La sécurité sanitaire des aliments est une préoccupation majeure. La plupart des données 
toxicologiques concernent les effets des contaminants alimentaires présents seuls. Cependant, les 
aliments sont généralement contaminés simultanément par plusieurs toxiques. Nous sommes 
intéressés à la contamination et à la toxicité du mélange d'un élément trace métallique, le cadmium (Cd) 
et d'une mycotoxine, le déoxynivalénol (DON). Leur cytotoxicité a d'abord été étudiée dans différentes 
lignées cellulaires humaines d'origine rénale, intestinale, sanguine et hépatique. L'analyse des 
interactions, par l'indice de combinaison, montre que le type d'interaction est organe-spécifique. Une 
analyse plus fine sur l'intestin montre que l'interaction entre ces deux contaminants sur la fonction de 
barrière varie en fonction de la dose et de la durée d'exposition. L'expression des protéines de jonction 
est réduite sur les cellules exposées aux contaminants, avec une réduction plus importante pour le 
mélange. In vivo, l'intestin des rats exposés au DON, au Cd ou au mélange a montré un score lésionnel 
plus élevé et une expression plus faible des protéines de jonction que les contrôles. De façon globale, 
nos résultats montrent qu'une exposition au mélange DON et Cd peut induire effets plus importants 
qu'une exposition à un seul de ces contaminants. Ils révèlent également la complexité des interactions 
entre les contaminants alimentaires. 
Mots-clés: Deoxynivalenol, Cadmium, Céréales, Combinaison 
 
Abstract: Mycotoxins and metallic trace elements: co-contamination and comnined toxicity 
Food safety is a major concern worldwide. Most of the toxicological data concern the effects of food 
contaminant when present alone; however, food and feedstuff are usually contaminated by more than 
one toxic compound. In this study, we focused on the contamination and toxicity of the mixture between 
a metallic chemical element, cadmium (Cd) and a mycotoxin, deoxynivalenol (DON). Their individual 
and combined cytotoxicity were first investigated in human cell lines from kidney, intestine, blood and 
liver. The types of interactions, determined by the combination index method, revealed the interaction is 
organ specific. When looking more precisely at the intestine, we observed that the interaction between 
DON and Cd on the barrier function varied according to the dose and duration of exposure. The 
expression of junctional proteins was greatly reduced in any exposed cells, with a greater effect with the 
mixture in DON+Cd. In vivo, intestine of rat exposed to DON, Cd or both, showed a higher lesional 
score and lower junctional-proteins expression than control animals. Taken together, our results 
demonstrate that combined exposure to DON and Cd can induces more effect than a single exposure 
They also reveal the complexity of the interaction between food contaminants 
Keywords: Deoxynivalenol, Cadmium, Cereals, Combinaison 
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Introduction 
L'exposition aux contaminants chimiques est une préoccupation importante de par le monde. La plupart 
des données toxicologiques actuellement disponibles concernent les effets des contaminants chimiques 
lorsqu'ils sont présents seuls. Cependant, les êtres humains et les animaux sont généralement exposés 
à de multiples composés toxiques pouvant avoir un impact sur la santé (Heys et al., 2016). La co-
contamination des denrées et/ou de l'environnement par plusieurs substances chimiques et la toxicité 
de ces mélanges de contaminants sont rarement abordées. Ces dernières années, des études de co-
contamination et de toxicité combinée ont été menées pour évaluer les effets de mélanges de 
contaminants alimentaires tels que des mycotoxines (Alassane-Kpembi et al., 2017a ; Ruiz et al., 2011), 
des perturbateurs endocriniens et des substances cancérigènes (Le Magueresse-Battistoni et al., 2017) 
ou un mélange de polluants atmosphériques (Coyle et al., 2006). Par contre à notre connaissance la 
co-contamination et la toxicité de mélanges de contaminants de différente nature n'ont jamais été 
abordées. Dans cette étude nous nous sommes intéressés à la co-contamination et à la toxicité du 
mélange d'un élément trace métallique, le Cadmium (Cd) et d'une mycotoxine, le Déoxynivalénol 
(DON). Cette étude correspond à un des axes du projet ANR CaDON intitulé «Cadmium et 
Deoxynivalenol dans les récoltes de blé dur : Comprendre les évènements de contamination croisée et 
évaluer la toxicité du mélange» (projet ANR 15-C21-0001-01, 20015-2019, site web : 
www.cadon.inra.fr/), les deux autres axes ayant pour objectifs la caractérisation et l’analyse de l’origine 
des évènements de co-contamination, du champ aux produits de mouture ainsi que l’élucidation des 
mécanismes physiologiques et biologiques à l’origine de la co-contamination. 
 
1. Le Déoxynivalénol et le Cadmium : généralités 
1.1 Le Déoxynivalénol 
Le Déoxynivalénol (DON) est la mycotoxine la plus répandue, naturellement présente dans les céréales 
et autres produits alimentaires. Il est produit par des espèces de Fusarium toxigènes qui sont des 
agents fongiques phytopathogènes courants des cultures de céréales sous les climats tempérés 
(Kokkonen et al., 2010). Les humains sont principalement exposés au DON par le biais d'aliments 
dérivés de céréales. Une enquête européenne a montré que 61%, 89% et 47% des échantillons de blé, 
de maïs et d'orge, respectivement, sont contaminés par le DON (Schothorst et Van Egmond, 2004). En 
Europe, une dose journalière tolérable (DJT) de 1 µg / kg de poids corporel par jour pour le DON a été 
établie. Cependant, les jeunes enfants peuvent être exposés au DON à des niveaux proches, voire 
supérieurs à la DJT (EFSA, 2013). Les symptômes d'intoxication du DON peuvent inclure une 
consommation alimentaire et une prise de poids réduites, des modifications neuroendocriniennes et une 
altération des fonctions intestinale et immunitaire (Payros et al., 2016). Suite à une exposition aiguë, 
des nausées, vomissements, douleurs abdominales, diarrhée, maux de tête, vertiges et fièvre ont été 
observés (Pestka, 2010). Il n'existe aucune preuve de propriétés cancérogènes du DON et ce dernier a 
été classé dans le groupe 3 par le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) (IARC, 1993; 
Payros et al., 2017). 
 
1.2 Le Cadmium 
Le cadmium (Cd) est l’un des métaux lourds toxiques courants que l’on trouve naturellement dans la 
croûte terrestre. Il est généralement présent dans l’environnement sous forme de sel inorganique. Sa 
présence dans l'environnement est une conséquence des processus naturels et anthropiques. Les 
sources naturelles de Cd incluent l’activité volcanique, les processus naturels d'altération des sols, les 
aérosols marins et les incendies de forêt. Les principales sources anthropiques de Cd dans 
l'environnement sont l'extraction et le raffinage de métaux non ferreux, la fabrication et l'application des 
engrais phosphatés et des pesticides, la fabrication des piles, des pigments, des stabilisants plastiques, 
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des dispositifs photovoltaïques, le traitement du caoutchouc et la combustion de combustibles fossiles, 
ainsi que l'incinération et l'élimination des déchets (ATSDR, 2012). Le Cd peut être libéré dans le sol, 
l'eau et l'air et s'accumule dans la matière organique en entrant dans la chaîne alimentaire. Les 
céréales, les produits à base de céréales, le poisson et les abats sont les principaux contributeurs de 
l'exposition alimentaire au Cd (IARC, 2012 ; Kabata-Pendias et Pendias, 1984). Une grande quantité de 
Cd s'accumule également dans les feuilles de tabac et les fumeurs sont exposés par inhalation. 
L'intoxication aiguë par le Cd peut entraîner des lésions du foie, des poumons et des testicules, tandis 
qu'une intoxication chronique peut provoquer des lésions pulmonaires, une perturbation du 
métabolisme, une dysrégulation de la tension artérielle, des calculs rénaux et des dommages 
glomérulaires et tubulaires ainsi que des lésions structurelles des os (Godt et al., 2006 ). Le Cd et ses 
dérivés ont été classés comme cancérogènes pour l'homme (groupe 1) par le CIRC (IARC, 2012). 
 
2. Co-contamination des aliments et co-exposition du consommateur 
Les résultats de la deuxième enquête de l'alimentation totale française (EAT 2), réalisée par l'Anses, ont 
été publiés en 2011 (ANSES, 2011). L'exposition des consommateurs a été évaluée pour 445 
contaminants et pour 85% de ces substances, les niveaux d'exposition étaient inférieurs aux valeurs 
toxicologiques de référence, indiquant que tout risque pouvait être exclu pour la population générale. 
Pour les 15% restants, il a été conclu que, pour certains groupes de consommateurs, le risque ne 
pouvait être exclu. Cette conclusion était particulièrement vraie pour le Cd et pour le DON. Les résultats 
pour ces deux contaminants ont également indiqué un risque accru par rapport aux données fournies 
par la précédente enquête sur l'alimentation totale française (EAT 1), réalisée entre 2000 et 2004 
(ANSES 2004). De plus, il a été démontré que le Cd et le DON partageaient des vecteurs communs 
contribuant le plus à l'exposition alimentaire: les céréales et les produits dérivés. Cette source 
commune d'exposition ainsi que la fréquence d’exposition du consommateur à ces contaminants 
soulèvent une préoccupation concernant le risque sanitaire lié au mélange de Cd et de DON. 
Le problème de la contamination par le Cd et le DON de produits dérivés des céréales, est d'autant plus 
aigu que la contamination par ces deux toxiques se produit au champ, avant la récolte, et que leur 
stabilité chimique élevée rend la décontamination post-récolte inefficace ou inadaptée à la 
consommation en aval des denrées alimentaires. 
ARVALIS-Institut du Végétal et France AgriMer réalisent chaque année des enquêtes visant à évaluer 
la qualité des récoltes de blé en France. D’importance stratégique pour la filière céréalière française, les 
données sur les contaminations par les mycotoxines demeurent cependant confidentielles. Le principe 
de précaution joue pleinement pour préserver les intérêts économiques de la filière. L’analyse de ces 
données met en évidence la grande variabilité des niveaux de contamination en fonction de l'année 
considérée et des conditions climatiques associées. Elle indique clairement que le DON, produit par les 
moisissures toxinogènes du genre Fusarium, est la mycotoxine la plus fréquente. Les données de 
contamination par le Cd et le DON soulignent aussi le fait que parmi les cultures de céréales le blé dur 
est la plus sensible à la contamination par le DON et le Cd. D’autre part, les études de distribution de 
ces deux types contaminants au cours du fractionnement du blé dur semblent indiquer qu’ils se 
retrouvent dans les mêmes fractions (Cheli et al., 2010).  
Compte tenu de leur toxicité individuelle, les concentrations de Cd et de DON dans les grains de 
céréales commercialisés destinés à la consommation humaine sont strictement réglementées en 
Europe (CE n° 1881/2006 et CE n° 856/2005). Selon les années, plus de 10% de la production 
française de blé dur présente des concentrations de DON supérieures à la limite européenne de 1750 
µg / kg. En ce qui concerne le Cd, pour la période de récolte 2011-2013, plus de 10% de la production 
de blé dur ne respecte pas la limite actuelle de 0,2 mg / kg. De plus, les enquêtes indiquent également 
que 29% de la production française de blé dur pour la période 2011-2013 était fortement contaminée 
par le Cd et le DON. Ces données d’occurrence sont en cours d’actualisation dans le cadre du projet 
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ANR CaDON. La contamination des récoltes de blé dur et produits dérivés par le mélange de DON et 
de Cd est donc une préoccupation majeure. 
 
3. Toxicité combinée du DON et du Cd 
Plusieurs études toxicologiques ont analysé les effets séparés du Cd ou du DON chez les mammifères, 
mais la toxicité du DON et du Cd n'a jamais été abordée. La toxicité d'un mélange ne peut pas toujours 
être prédite sur la base de la toxicité des composés pris individuellement (Alassane-Kpembi et al., 
2017a ; Sarigiannis et Hansen, 2012). L'exposition à des mélanges toxiques peut avoir des effets 
antagonistes, additifs ou synergiques. Diverses études ont étudié les interactions entre les mycotoxines 
et les effets rapportés synergiques, additifs ou antagonistes. Par exemple, la cytotoxicité in vitro sur des 
cultures de cellules de l'association entre le DON, le nivalénol et de leurs dérivés acétylés montre un 
effet synergique à faibles doses, tandis que des interactions additives et antagonistes sont observées à 
des doses plus élevées (Alassane-Kpembi et al., 2013, 2015). Sur des tissus exposés ex vivo à des 
mycotoxines, l'interaction entre le DON et le nivalenol montre à faibles doses un effet synergique sur la 
réponse pro-inflammatoire (Alassane-Kpembi et al., 2017b). In vivo, l'exposition à des mélanges de 
DON et d'autres mycotoxines a montré différents types d'interactions, les plus fréquentes étant un effet 
moins qu'additif (Grenier et Oswald, 2011). Quelques études ont également étudié les interactions entre 
les mycotoxines et d'autres toxines. Par exemple, une synergie a été observée entre le DON et la 
colibactine, une génotoxine produite par certaines souches d'Escherichia coli (Payros et al., 2017). De 
même, une interaction synergique a été mise en évidence entre l'ochratoxine A, une mycotoxine 
produite par Penicillium et Aspergillus, et l'acide aristolochique, un produit végétal néphrotoxique et 
génotoxique (Stiborova et al., 2015). En ce qui concerne le Cd, une étude d’interaction avec le 
chlorpyrifos, un pesticide, a montré qu’ils interagissent chez le rat de façon antagoniste sur le stress 
oxydatif et les dommages aux cellules neuronales (Xu et al., 2017). Une étude in vitro a permis de 
montrer des interactions entre différents métaux dont le Cd, en mélange avec du benzo(A) pyrène 
(Muthusamy et al., 2016).  
Dans cette étude, nous avons étudié les effets combinés du DON et du Cd à la fois sur des lignées 
cellulaires et chez l'animal. 
 
3.1 Cytotoxicité combinée sur plusieurs lignées cellulaires 
Les effets du DON et du Cd seuls ou en association ont été étudiés dans différentes lignées cellulaires 
humaines provenant des reins (lignée HEK-293), de l'intestin (lignée Caco-2), du sang (lignée HL-60) et 
du foie (lignée HepG2). La cytotoxicité a été évaluée par la mesure de l'ATP et les types d'interactions 
déterminés par l'indice de combinaison (Chou, 2006 ; Alassane-Kpembi et al., 2013). Les cellules HEK-
293 ont été exposées à des doses croissantes de DON, de Cd et de leur mélange. Quatre ratio de DON 
et de Cd ont été testés : DON/Cd de 2/1; 1/1; 1/2 et 1/8. Quel que soit le ratio, le type d'interaction 
observé dans les cellules rénales variait entre l'antagonisme modéré pour des niveaux de cytotoxicité 
faible et un effet additif pour des niveaux de cytotoxicité élevés. Dans les cellules intestinales Caco-2, 
les interactions allaient de l’additivité à l’antagonisme et ce quel que soit le ratio entre les deux 
contaminants. Dans les cellules HL-60 et HepG2, lorsque le DON et le Cd étaient testés au ratio 1/1, les 
interactions allaient de la synergie à l’antagonisme en fonction du niveau de cytotoxicité (Tableau 1). 
Ces résultats obtenus sur des cellules humaines provenant de différents organes montrent donc qu'une 
exposition combinée aux mycotoxines et aux éléments traces métalliques induit des interactions et que 
celles-ci sont spécifiques de l'organe cible étudié (Le et al., 2018).  
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Tableau 1 : Nature des interactions entre le DON et le cadmium au ratio 1/1 ratio dans 4 types cellulaires 
(HEK293, Caco-2, HL-60 et HepG2) représentant différents organes cibles (rein, intestin, cellules sanguines, 
foie). La fraction affectée Fa représente la cytotoxicité et augmente avec les doses croissantes du mélange DON 
+ cadmium. 
 
 
3.2 Effets combinés sur l'intestin: études sur la lignée intestinale Caco-2  
Le DON et le Cd pouvant contaminer les aliments, il était important d'analyser plus en détail les effets 
de ces deux contaminants sur l'intestin. Les effets ont d'abord été analysés in vitro sur la lignée 
cellulaire Caco-2. La fonction de barrière a été examinée, par le biais de la résistance électrique 
transépithéliale (TEER) et de l'expression de protéines des jonctions cellulaires. La TEER a diminué de 
façon dose et temps dépendants dans les tapis cellulaires traités avec du DON ou du Cd. La 
perméabilité paracellulaire a également augmenté de manière significative dans les cellules traitées 
avec ces contaminants. Dans les cellules exposées au mélange (DON + Cd), la diminution du TEER 
était plus importante que dans les cellules exposées aux contaminants pris isolément. L'interaction 
entre DON et Cd sur le TEER, analysée par l'indice de combinaison, variait entre la synergie, l'additivité 
et l'antagonisme selon la dose et la durée de l'exposition.  
L'expression des protéines de jonction, E-cadhérine et occludine était considérablement réduite dans 
les cellules exposées au DON, au Cd ou au mélange, avec une réduction plus importante dans les 
cellules traitées avec le mélange DON + Cd. Pour les doses modérées à élevées, une synergie a été 
observée sur l'expression de l'occludine entre le DON et le Cd. 
L'expression des autres protéines de jonction, telles que Zonula Occludens 1 (ZO-1), claudine 3, 
claudine 4 et claudine 7 est restée stable.  
 
3.3 Effets combinés sur l'intestin: études in vivo 
Afin de ne pas limiter les observations à la lignée cellulaire Caco-2, les effets individuels et combinés du 
DON et du Cd ont également été analysés sur des rats exposés pendant 4 semaines à ces 
contaminants (nourriture contaminée avec 10 mg/kg de DON et eau de boisson contaminée avec 5 
mg/L de Cd). A l'issue de l'expérience, le jéjunum des animaux a été prélevé et analysé. Les 
modifications histomorphométriques ainsi que l'expression de deux protéines de jonction (E-cadhérine 
et occludine) ont été analysées. Les rats exposés au DON et au Cd, seuls ou en association, 
présentaient des lésions modérées mais significatives par rapport aux animaux contrôles non-exposés. 
Les principales modifications histologiques étaient une atrophie et une fusion des villosités ainsi qu’un 
œdème interstitiel et un aplatissement apical des entérocytes. Les scores lésionnels au niveau du 
jéjunum étaient environ 4 fois plus élevés chez les animaux exposés aux contaminants (DON, Cd ou 
mélange) que chez les animaux recevant un régime de contrôle.  
Organe cible rein intestin
cellules 
sanguines
foie
Type cellulaire HEK293 Caco-2 HL-60 HepG2
Fa Fort antagonisme
0.2 Antagonisme
0.3 Antagonisme modéré
0.4 Antagonisme léger
0.5 Proche additivité
0.6 Synergie modérée
0.7 Synergie
0.8 Forte synergie
légende
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Les effets in vivo ont également été évalués sur l'expression des protéines de jonction. L'analyse de 
l'expression des protéines de jonction (E-cadhérine et occludine) a également montré un immuno-
marquage plus faible sur le jéjunum de rats exposés au DON, au Cd ou au mélange (Tableau 2). 
 
Tableau 2 : Expression de la E-cadhérine et de l'occludine dans le jéjunum de rats exposés 4 semaines au DON 
et au cadmium seuls ou en mélange évaluée par le dénombrement de champs microscopiques avec un 
immunomarquage fort et homogène. Les moyennes qui ne sont pas affectées des mêmes lettres sont 
significativement différentes (p ≤ 0,05) 
 
 
Dans l'ensemble, nos résultats indiquent que l'exposition à une combinaison de DON et de Cd 
provoque des dommages intestinaux importants. Cependant en l'absence de dose réponse, il est 
impossible de caractériser l'interaction in vivo entre ces deux contaminants.  
De façon globale, nos résultats démontrent qu'une exposition combinée au DON et au Cd peut induire 
effets plus importants que ceux provoqués par une exposition à un seul de ces contaminants. Ils révèlent 
également la complexité des interactions entre les contaminants alimentaires.  
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